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INTRODUZIONE 
La nascita del primo essere umano dopo fecondazione in vitro (FIV) di un ovocita 
aspirato dal follicolo preovulatorio ed il trasferimento in utero dell'embrione 
(ET) risale al 1978 (Steptoe ed Edwards ).' Questa tecnica era stata il risultato di 
trent'anni di studi che avevano portato dapprima lo sviluppo in vitro di embrioni 
di topo (1,2) e dopo, nel 1959, la fecondazione in vitro di embrioni di coniglio 
(3). Finalmente, per la prima volta nella storia della medicina, era stato possibile 
ottenere un concepimento in presenza di compromissione funzionale e strutturale 
delle tube. 
In seguito sono stati introdotti ulteriori approcci semplificativi della tecnica 
originale, nel rispetto dell'indicazione medica, come il trasferimento in tuba di 
gameti (GIFT), di zigoti (ZIFT), o embrioni (TET) (4,5) che costituiscono valide 
alternative in soggetti che abbiano almeno una tuba integra funzionalmente. 
L'introduzione della FIVET ha permesso di trattare con grande efficacia la 
maggior parte dei casi di infertilità maschile, ma tale metodica, accompagnata da 
numerose varianti e miglioramenti sviluppate nel corso degli anni, non è riuscita 
a migliorare il tasso di fertilizzazione in casi di oligoastenozoospermie gravi e/o 
gravissime. Soltanto con la messa a punto della tecnica di inseminazione 
subzonale degli ovociti (SUZI) prima e della Iniezione Intracitoplasmatica dello 
Spermatozoo (ICSI) dopo è stato possibile trattare pazienti con patologie gravi e 
con azoospermie ostruttive e/o secretorie. 
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La messa a punto della ICSI ha rappresentato una autentica rivoluzione nelle 
tecniche di fecondazione assistita, consentendo tra l'altro di poter utilizzare 
spermatozoi prelevati con tecniche microchirurgiche sia dall'epididimo (MESA) 
che dal testicolo (TESE) fino ad arrivare a studi ancora sperimentali che 
eseguono la ICSI con spermatici ( 6). 
INIEZIONE INTRACITOPLASMATICA DEGLI SPERMATOZOI (ICSI) 
Inizialmente si riteneva che con la FIVET fosse possibile trattare anche casi 
d'infertilità maschile grave. In realtà, ben presto emerse che per ottenere la 
fecondazione era necessario un discreto numero di spermatozoi validi (almeno 
1,5 milioni/ml dopo capacitazione ). Di conseguenza, sin dagli ultimi anni '80 
sono emerse parecchie tecniche di fecondazione assistita che si sono rapidamente 
sviluppate per migliorare i risultati nelle coppie con infertilità maschile, o per 
aiutare coppie con fattore maschile grave per le quali la FIVET convenzionale 
non era possibile. La tecnica di dissezione zonale parziale (PZD) è stata 
sviluppata per incrementare la probabilità che uno spermatozoo capace di 
fecondare venisse in contatto con l'oocita (7, 8). Sebbene questo metodo 
migliorasse i risultati della FIVET convenzionale, i miglioramenti erano 
marginali e quantità relativamente grandi di sperma erano ancora necessarie. Ciò 
è meno vero per la tecnica susseguente, la microiniezione di spermatozoi dentro 
lo spazio perivitellino (SUZI) (9, 10, 11). Tuttavia, per tutte queste tecniche i 
tassi di fecondazione rimanevano bassi, i tassi di fecondazione polispermica 
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erano aumentati, e i casi con un numero molto limitato di spermatozoi 
nell'eiaculato non potevano ancora essere trattati. Per queste ragioni 
immediatamente dopo l'avvento della ICSI, con buoni risultati in termini di 
fertilizzazione e sviluppo embrionario, le tecniche precedenti (PZD e SUZD 
furono abbandonate completamente. 
Lanzerdorf e collaboratori (12) furono i primi a riportare l'inserimento di uno 
spermatozoo all'interno di un ovocita ottenendone la fertilizzazione, mentre 
Palermo e collaboratori (13) riportarono la prima gravidanza ottenuta con una 
tecnica di micromanipolazione consistente nell' iniezione di un singolo 
spermatozoo all'interno del citoplasma dell 'ovocita. Questa tecnica ha reso 
possibile il trattamento dell'infertilità maschile nei casi di oligozoosperrnia severa 
(< 500.000 spermatozoi mobili post-trattamento) o di precedenti fallimenti di 
fertilizzazione mediante Fivet. 
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L'ICS! fa parte delle tecniche di micromanipolazione di gameti ed embrioni; si 
tratta di tecniche mediante le quali cellule intere vengono sottoposte a 
manipolazione sotto controllo microscopico. Attualmente l'ICSI è l'unica tecnica 
di micromanipolazione impiegata per la fecondazione di ovociti umani. Le 
indicazioni all'impiego della ICSI sono: le severe alterazioni dei parametri 
seminali, la bassa percentuale di fecondazione ovocitaria con la FIVET, la 
mancata fecondazione degli ovociti. La ICSI è una tecnica di laboratorio e 
riguarda esclusivamente il trattamento dei gameti. Le percentuali di gravidanza 
dopo ICSI sono sovrapponibili a quelle ottenute con la fecondazione in vitro 
standard. La ICSI, però, permette di risolvere condizioni di sterilità considerate in 
passato, non trattabili. Le fasi successive alla fecondazione, divisione cellulare 
degli embrioni e loro transfer sono del tutto simili a quelle della FIVET. Le 
complicanze di questa procedura, sono le stesse per la fecondazione in vitro. 
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RECUPERO EPIDIDIMARIO (MESA-PESA) O TESTICOLARE (TESE) 
DEGLI SPERMATOZOI 
Approssimativamente il 2% delle coppie infertili (14) e circa il 10% dei pazienti 
che si sottopongono a un controllo della 
fertilità sono affetti da azoospermia (15). Testicolo 
____ A. ___ , ,. 
L' . , l .fi Didimo azoosperrma puo essere c assi cata come 
Epididimo 
ostruttiva o non-ostruttiva. L'azospermia 
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all'assenza o all' occlusione congenita o post-
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volontaria, a eiaculazione retrograda, incapacità all'erezione o all'eiaculazione. In 
questi casi la spermatogenesi è normale e gli spermatozoi sono abbondanti nei 
tubuli dell'epididimo e del testicolo, questo fa si che ci sia un elevato grado di 
recupero sia mediante aspirazione microchirurgica (MESA) o percutanea (PESA) 
degli spermatozoi dalla testa dell'epididimo, che mediante biopsia testicolare 
(TESE) quando le due tecniche precedenti danno risultati negativi. In caso di 
azoospermia non ostruttiva, si ha generalmente un difetto severo della 
spermatogenesi e nei tubuli dell'epididimo non sono presenti spermatozoi. 
Solamente a livello del testicolo si possono trovare alcune zone con una 
spermatogenesi attiva. L'unico modo per recuperare spermatozoi in questi casi di 
azoospermia è attraverso l'estrazione diretta dal tessuto testicolare (TESE). 
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Questa viene effettuata in anestesia locale, il testicolo viene posizionato con 
l' epididimo e i vasi deferenti diretti posteriormente e il contenuto dello scroto 
viene estruso attraverso una piccola incisione. Si procede quindi al recupero di un 
piccolo frammento di tessuto testicolare che viene lavato in una piastra petri 
contenente terreno di coltura e frammentato in piccoli pezzi. La presenza di 
spermatozoi viene accertata mediante osservazione al microscopio ottico. Se si 
trovano spermatozoi già al primo prelievo non è necessario procedere con 
ulteriori incisioni, altrimenti si procede con altri prelievi in zone differenti del 
testicolo. Il tessuto recuperato viene lavato e centrifugato per eliminare frammenti 
tessutali ed eritrociti presenti e quindi facilitare l'identificazione degli 
spermatozoi. Viene quindi incubato fino al momento dell'uso. 
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La pnma gravidanza impiegando spermatozoi microaspirati dall'epididimo 
(MESA) e successiva FIVET è stata ottenuta nel 1985 da Temple Smith (16). 
Tale approccio ha portato comunque a basse percentuali di successo in quanto la 
quota di spermatozoi mobili ottenuti dall'epididimo era estremamente bassa (17, 
18, 19). L'introduzione della ICSI invece ha consentito di ottenere buone 
percentuali di gravidanze con spermatozoi epididimari o testicolari. Per evitare 
una procedura chirurgica a cielo aperto è stata messa a punto una tecnica che 
consiste nell'aspirazione percutanea degli spermatozoi (PESA) che evita le pur 
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mimme complicazioni postoperatorie della tecnica microchirurgica (20) ed è 
decisamente meglio tollerata dal paziente. 
La prima fecondazione assistita impiegando in combinazione TESE e ICSI è stata 
ottenuta da Craft et al. (21) e lo stesso anno è stata ottenuta la prima gravidanza 
(22). Più di recente sono state ottenute gravidanze nell'uomo anche 
microiniettando spermatidi provenienti dal prelievo testicolare (23). 
Uno dei maggiori inconvenienti nel trattamento dei pazienti azoospermici risiede 
nell'eventualità di dover ripetere la biopsia testicolare a ogni intervento di 
fecondazione. Il problema per il paziente, in questi casi, è che tali procedure 
possono indurre devascolarizzazione di aree del testicolo con conseguente 
alterazione della produzione nemaspermica sino a 6 mesi dopo l'intervento (24). 
Un approccio valido per evitare biopsie ripetute è rappresentato dalla 
crioconservazione degli spermatozoi recuperati chirurgicamente. Inoltre in 
un'elevata percentuale dei casi l'azoospermia non ostruttiva si associa ad un 
fallito recupero di spermatozoi anche se si effettuano biopsie testicolari multiple 
(25), quindi esiste il reale rischio di non avere spermatozoi disponibili per 
l'iniezione il giorno del prelievo degli ovociti. La crioconservazione degli 
spermatozoi durante la prima biopsia diagnostica permette di evitare una inutile 
stimolazione della partner in caso di mancato recupero, anche perché si è visto 
che la percentuale di fertilizzazione e la percentuale di bambini nati per ciclo non 
sembra ridursi significativamente con l'uso di spermatozoi crioconservati 
12 
soprattutto in casi di azoospernua ostruttiva (26, 27). L'uso di spermatozoi 
mobili per la ICSI è preferibile in quanto è stato visto che il grado di 
fertilizzazione e di gravidanza è significativamente più elevato usando 
spermatozoi mobili, sia freschi che crioconservati, piuttosto che spermatozoi 
immobili. In caso di assenza di spermatozoi mobili verranno selezionati, per la 
ICSI, quelli con una morfologia normale (28). 
PROCEDURE DI FECONDAZIONE IN VITRO 
Le tecniche di riproduzione assistita prevedono varie fasi, che in successione si 
possono così riassumere: 
1. induzione della crescita follicolare multipla ( CFM) e induzione della 
maturazione ovocitaria; 
2. prelievo degli ovociti; 
3. fecondazione in vitro e coltura embrionaria nei pnm1 stadi della 
segmentazione; 
4. trasferimento degli embrioni in cavità uterina. 
TERAPIA DI INDUZIONE DELL'OVULAZIONE 
La necessità dell'utilizzo di induzioni di crescita follicolare multipla deriva 
dall'evidenza di un maggior numero di successi in seguito al trasferimento in 
utero di più embrioni anche se non sembra essere un vantaggio il trasferire in 
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utero più di 3 embrioni in rapporto al rischio di gravidanze multiple. Inoltre la 
presenza di ovociti soprannumerari fecondabili permette la crioconservazione 
degli stessi per cicli successivi. 
L'induzione della crescita follicolare multipla rappresenta una tappa 
fondamentale per tutte le tecniche adottate per i concepimenti indotti. 
L'obiettivo delle strategie di induzione della crescita follicolare multipla è quello 
di ottenere la disponibilità di un numero rilevante di follicoli per avere 
un'adeguata probabilità di ottenere embrioni di buona qualità. 
L'armamentario farmacologico di cui si dispone attualmente è estremamente 
ampio e potente, e si possono utilizzare diverse strategie. 
A tutt'oggi non è stato identificato un farmaco o farmaci od una strategia di loro 
somministrazione che abbia mostrato in modo netto una maggiore resa rispetto 
ad altri. 
E' necessario rilevare che l'esistenza di un'ampia variabilità biologica, fra 
soggetti ugualmente normovulatori, nel rispondere ad un identico stimolo 
esogeno, non consente la individuazione di trattamenti standardizzati, anche se le 
personalizzazioni dei protocolli rendono spesso difficile il controllo tra gruppi e 
popolazioni di individui diversi. Inoltre, lo stato endocrino creato dalla crescita 
follicolare multipla appare alterato rispetto ad un normale ciclo monovulatorio e 
i parametri di valutazione impiegati nel giudicare l'adeguatezza della stessa 
crescita follicolare multipla non sono univocamente considerati. 
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Per queste considerazioni, appare evidente che un protocollo di stimolazione 
ottimale, che consenta di ottenere in tutte le pazienti risultati soddisfacenti e 
riproducibili, non esiste. Comunque, l'esperienza del singolo centro appare il 
fattore determinante nell'adozione di determinati protocolli, poiché la migliore 
resa della crescita follicolare multipla si deve necessariamente correlare con le 
particolari situazioni operative ed agli standard individualmente raggiunti. 
IL PRELIEVO DI OVOCITI 
Il primo approccio al prelievo ovocitario era stato quello laparoscopico. Questo 
metodo aveva numerosi vantaggi: 
I. esposizione ottimale del campo operatorio; 
11. possibile esecuzione di esplorazione diagnostica 
completa nella stessa seduta; 
iii. buona percentuale di recupero di ovociti; 
iv. possibilità di eseguire un intervento terapeutico sulle 
tube; 
v. visione tridimensionale; 
ma anche molti svantaggi: 
1. necessità di anestesia generale o epidurale; 
2. maggiore invasività; 
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3. impossibilità di raggmngere il follicolo se le ovaie sono 
ricoperte da aderenze; 
4. possibile tossicità per l'ovocita in caso di esposizione a C02; 
5. necessità di ospedalizzazione della paziente; 
6. costi di gestione elevati; 
7. spesso necessità di eseguire una laparoscopia preliminare a 
quella del prelievo; 
8. possibile danno per l'ovocita, fotosensibile, per esposizione 
alla luce del laparoscopio. 
Per tutti questi motivi la tecnica ecografia ha soppiantato quasi totalmente quella 
laparoscopica nel recupero di ovociti (29, 30). 
La possibilità di intervenire con anestesia locale o con una blanda anestesia 
generale permette la gestione ambulatoriale delle pazienti ed una notevole 
diminuzione dei costi (31 ). 
Inizialmente furono proposte varie tecniche: prelievo trans-addominale, trans-
uretrale, trans-vescicale, con guida o a mano libera. Ben presto la tecnica di 
prelievo transvaginale con guida si è affermato come il più semplice, più sicuro, 
più rapido, più accettato dalle pazienti ed attualmente è, in pratica, l'unico 
utilizzato (32, 33). 
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LA FECONDAZIONE IN VITRO 
IL LABORATORIO FIVET 
Deve essere un ambiente sterile in prossimità della sala di prelievo degli ovociti. 
Le limitazioni all'uso della maggior parte dei sterilizzanti possono essere supplite 
dall'uso di lampade UV ed al continuo, ripetitivo lavaggio delle superfici di 
lavoro con acqua ultrapura e propanololo solo alla fine della giornata di lavoro. 
Qualsiasi forma di contaminazione o inquinamento del laboratorio richiede 
l'immediata sospensione del programma FIVET. 
Le strumentazioni di base di un laboratorio FIVET comprendono: 
1. cappa a flusso laminare orizzontale 
2. incubatore a C02 controllata 
3. termostato 
4. centrifuga 
5. stereomicroscopio con piano riscaldato 
6. microscopio ottico 
7. invertoscopio con piano riscaldato 
8. termoblock. 
9. micromanipolatori 
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TECNICHE DI COLTURA DI OVOCITI UMANI 
Preincubazione. Nel 1982 Trounson et coll. (34) avevano osservato che lasciando 
incubare per 5,6 ore gli ovociti prima di inseminarli la percentuale di 
fecondazione e il numero di embrioni ottenuti aumentava enormemente. Questo 
periodo, denominato preincubazione, permetteva a molti ovociti di raggiungere la 
metafase 2 e di completare la reazione corticale ottenendo così un notevole 
miglioramento dei risultati (35, 36, 37). Nei protocolli attuali il periodo dura 3,6 
ore permettendo di recuperare un 65% di ovociti in metafase 2, grazie anche ad 
un buon controllo del momento ovulatorio. 
Temperatura. Deve essere mantenuta il più possibile costante a 37° C per evitare 
alterazioni del citoscheletro degli ovociti o danneggiare i cromosomi. 
Umidificazione ed atmosfera. All'interno dell'incubatore deve esserci un'umidità 
del 95% ed una miscela di gas specifici per garantire una buona crescita di 
numerose colture cellulari. In particolare la C02 deve essere presente al 5% così 
come è nelle tube (38). 
Terreni di coltura. Il cambio del terreno di coltura viene effettuato al momento 
del controllo della fertilizzazione. La supplementazione del terreno di coltura e il 
tipo di siero adeguato sono dibattuti. Comunque l'apporto di albumina sierica 
umana o bovina ha un ruolo protettivo contro ioni metallici tossici e favorisce la 
permeabilità delle membrane cellulari. La presenza di enzimi proteolitici nel siero 
può viceversa provocare alterazioni dell'embrione. 
18 
Transfer. Si attendono ulteriori 24/48 ore per ottenere embrioni da 4/6-6/8 cellule 
e quindi procedere al transfer in utero mediante cateteri molto sottili. 
TECNICHE DI MICROMANIPOLAZIONE 
La strumentazione per eseguire la micromanipolazione dei gameti è 
particolarmente sofisticata e costosa. Necessita di un invertoscopio con obiettivi 
4x, 1 Ox, 20x e 40x in contrasto di fase e visione Hoffinan, munito di piastra 
riscaldante a 37°C e di due micromanipolatori. I micromanipolatori, destro e 
sinistro, sono costituiti da due braccia idrauliche che si muovono sui tre piani 
dello spaz10 permettendo movimenti impercettibili. Le braccia dei 
micromanipolatori accolgono le micropipette, sono necessarie due tipi di pipette 
per questa tecnica una da iniezione e una holding, che vanno ad agire 
direttamente sui gameti. Le pipette sono collegate ai microiniettori da un sistema 
di tubi in teflon, tutto il sistema è riempito d'olio, eventuali bolle d'aria presenti 
all'interno del sistema riducono la sensibilità del sistema e il controllo 
sull'aspirazione e sull'iniezione quindi devono essere sempre eliminate. 
Le micropipette sono uno dei punti più delicati di tutto il sistema poiché spesso 
compromettono il risultato della metodica causando la distruzione delle cellule 
stesse. Il diametro della pipetta da iniezione deve essere il più piccolo possibile 
(5-7µm) per non rischiare di danneggiare l'ovocita ma sufficiente per far passare 
la testa dello spermatozoo aspirato. La holding ha un diametro esterno di 60-
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80µm e un diametro interno di 10-20µm. Entrambe le pipette sono angolate di 
35° in modo che l'angolo di iniezione sia parallelo al piano. 
IL TRASFERIMENTO DEGLI EMBRIONI IN CA VITA' UTERINA 
Questa rappresenta la tappa più importante di tutto il procedimento della FIVET 
così come pure la più delicata. Infatti basti pensare che la positività dei prelievi 
ovocitari è del 95%, i tassi di fecondazione oscillano tra il 60% e il 95%, 1'80% 
delle pazienti giunge al transfer ma solo il 15-40% avrà poi una gravidanza. I 
fattori più importanti che influenzano i risultati sono quello embrionario e quello 
endometriale. Normalmente, nella fecondazione naturale, le possibilità 
d'impianto dell'embrione sono del 35%, mentre in caso di FIVET/ICSI con 
transfer di un solo embrione sono circa 10-1 7%. V ari sono i fattori coinvolti tra 
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cui l'età della madre, il tipo di stimolazione, le condizioni del prelievo ovocitario, 
della coltura e del transfer e la qualità dell'embrione. Giocano un ruolo non 
indifferente anche i fattori endometriali anche dopo l'eliminazione sistematica di 
anomalie cervico-istmiche ed endometriali evidenti mediante isteroscopia 
preliminare. 
Tuttavia le cause dei maggiori fallimenti derivano dalle ripercussioni 
endometriali dovute alla stimolazione ovarica. Infatti si è vista una maggior 
percentuale di successi nel transfer di embrioni congelati su ciclo spontaneo così 
come nei casi di ovodonazione nelle riceventi piuttosto che nelle donatrici. Nei 
cicli stimolati infatti si ha un aumento del rapporto Estradiolo/progesterone con 
tassi elevati di estradiolo, che provocano una maturazione più rapida 
dell'endometrio nella fase luteale (39). L'uso di induttori dell'ovulazione a clima 
antiestrogenico ha comportato, in passato, problemi di anomalie del recettore 
endometriale ( 40). 
Strumentario. 
1. speculum bivalve; 
2. tamponi; 
3. pinza di Hegar; 
4. pinza automatica; 
5. cateteri da transfer (ad apertura laterale o terminale). 
Il catetere di Frydman ha un diametro esterno di 1.27 mm ed interno di 0,86 mm 
permettendo così un agevole passaggio attraverso l'orifizio interno riducendo la 
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possibilità di trasporto di muco cervicale in cavità uterina. Per superare stenosi 
cervicali si utilizzano invece cateteri a guaina esterna metallica (Craft, Boume 
Hall, Monash, Semm). 
Caricamento del catetere. Deve essere eseguito correttamente per permettere un 
buon posizionamento degli embrioni in utero. Si esegue sotto cappa a flusso 
laminare per garantire la sterilità del terreno di coltura contenente gli embrioni 
( 41 ). Generalmente il catetere presterilizzato ai raggi gamma o a secco è connesso 
ad una siringa graduata fino a lml con la quale si aspira una minima quantità di 
terreno contenente gli embrioni. 
Vie di trasferimento. Possono essere transcervicale o transfundico-addominale. 
Il trasferimento per via transcervicale è semplice e rapido. Si evidenzia la portio e 
la si deterge con un tampone sterile per allontanare eventuali secrezioni e detriti 
cellulari dall'orifizio uterino esterno. Se si utilizza un catetere ad una sola via lo 
si introduce direttamente in cavità uterina fino a giungere a una distanza dal 
fondo dell'utero di 0,5-1 cm. Se si utilizza il catetere a doppia via lo si pone a 
diretto contatto con lorifizio uterino esterno, si ritrae il mandrino e la camicia 
viene fatta attraversare dal catetere di teflon che raggiunge così la cavità uterina. 
Dopo il posizionamento del catetere si inietta il suo contenuto senza fermarsi . 
Dopo circa un minuto si estrae il catetere perché gocce di muco possono 
rallentare il fluire del medium. Infatti soprattutto quando si usano cateteri di 
piccolo diametro, il terreno di coltura contenente gli embrioni impiega circa 30 
secondi per riversarsi completamente in cavità uterina (42). Durante l'estrazione 
22 
il catetere viene ruotato di 90° m senso orario e antiorario per evitare che 
rimangano embrioni adesi alla parete esterna. 
Difficoltà nel transfer. V arie possono essere le cause che possono rendere un 
transfer difficoltoso. Innanzitutto l'ansia della paziente stessa può interferire con 
la corretta applicazione della tecnica sia per un'ipersensibilità della donna ad ogni 
manipolazione sia per le possibili somatizzazioni in spasmi cervico-vaginali. Per 
ovviare a ciò si può somministrare un'ansiolitico prima dell'intervento. 
Più spesso la difficoltà è dovuta all'arresto della progressione del catetere lungo il 
canale cervicale per presenza di stenosi. 
Un altro problema che può verificarsi è la mancata espulsione dal catetere 
dell'embrione per la presenza di muco e in tal caso si deve ripetere l'operazione 
di caricamento e trasferimento in utero. 
Affinché l'impianto si realizzi è necessaria la sincronizzazione tra la recettività 
uterina e lo stadio di sviluppo dell'embrione. La maggior parte delle gravidanze 
si ottengono con embrioni di 4-8 cellule. 
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PARTE SECONDA 
24 
SCOPO DELLA TESI 
Lo scopo di questo studio è stato quello di analizzare e comparare i risultati, quali 
grado di fertilizzazione, clivaggio e percentuali di gravidanze, ottenuti mediante 
iniezione intracitoplasmatica di spermatozoi recuperati da prelievo testicolare, 
freschi o crioconservati e quelli ottenuti mediante iniezione di spermatozoi 
eiaculati, freschi o crioconservati. 
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MATERIALI E METODI 
PAZIENTI 
Sono state incluse in questo studio coppie con un fattore di sterilità maschile, 
afferenti presso il servizio di fisiopatologia della riproduzione della UCO di 
Clinica Ginecologica dell'Università di Trieste nel periodo che va da gennaio 
2001 a dicembre 2003. 
L'età media delle pazienti era di 36 anni. 
Tutti i partner maschili sono stati sottoposti a esame del liquido seminale. Ai 
pazienti risultati azoospermici è stato ripetuto l'esame del liquido seminale con 
centrifugazione per confermare la diagnosi di azoospermia, quindi sono stati 
inviati a visita urologica e a successiva TESE. Gli spermatozoi estratti sono stati 
in alcuni casi utilizzati subito per la ICSI, mentre in altri casi sono stati congelati 
e utilizzati in cicli successivi. 
I pazienti oligoastenoteratospermici sono stati sottoposti a esame del liquido 
seminale e in seguito a congelamento del liquido seminale stesso come misura di 
precauzione per evitare l'assenza di spermatozoi il giorno del prelievo ovocitario. 
Le coppie prima di accedere alle tecniche di fecondazione in vitro sono state 
sottoposte ad una valutazione preliminare che prevedeva l'esecuzione di: 
a. cariotipo 
b. ricerca di mutazioni del gene della fibrosi cistica 
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c. ncerca di microdelezioni del cromosoma Y per 1 pazienti 
azoosperm1c1 
d. elettroforesi dell' emoglobina 
e. resistenze osmotiche eritrocitarie 
f. dosaggio del 6-GPDH 
g. gruppo sanguigno e Rh 
h. emocromo 
i. TPHA 
J. Anti-HIV 
k. HBsAG 
1. Anti-HCV. 
Nella partner femminile anche: 
m. tampone vaginale 
n. ricerca Clamidia e Micoplasmi su tampone endocervicale 
o. Rubeo-test 
p. Toxo-test 
q. Anti-CMV 
r. valutazione anestesiologica 
L'ammissione al programma di FIV era riservato solo a coppie sposate o a coppie 
di fatto. Non era previsto l'utilizzo di gameti di donatori, in quanto vietato per 
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disposizioni ministeriali. Pertanto, erano escluse anche single, donne m età 
menopausale, coppie omosessuali. 
Era previsto un limite di età massimo per la partner femminile di 42 anni. Oltre 
tale età la procedura era fortemente sconsigliata. Non esistendo disposizioni di 
legge in merito, su richiesta motivata, in situazioni particolari, sono state incluse 
anche donne di età superiore. Tutte le coppie erano in buone condizioni di salute, 
e non erano sottoposte a terapie per malattie croniche. 
PROTOCOLLI DI STIMOLAZIONE OVARICA 
Sono stati utilizzati due protocolli. Il primo prevedeva la soppressione ipofisaria 
con Triptorelina 0,1 mg/die a partire dal 21° giorno del ciclo precedente. Dopo 14 
giorni di trattamento si procedeva a dosaggio dell'estradiolo plasmatico e a una 
ecografia. Se il valore dell'estradiolo era inferiore a 30 pg/ml e non si 
evidenziavano formazioni follicolari a livello ovario, si considerava raggiunto il 
blocco ipofisario e veniva iniziata la stimolazione ovarica. In base alle 
caratteristiche della paziente (età, BMI, esito cicli precedenti) veniva 
somministrata una dose giornaliera di FSH o hMG, o di entrambi, variabile dalle 
75 alle 400 UI. Al quinto giorno di trattamento, veniva eseguito un primo 
controllo ormonale ed ecografico, utile per ridurre o aumentare la dose di 
gonadotropine in base alla risposta ovarica. Ulteriori controlli erano eseguiti a 
giorni alterni. Quando erano presenti almeno 3 follicoli di diametro superiore a 
18 mm, con valori di estradiolo di almeno 1000 pg/ml, veniva sospesa la 
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somministrazione di gonadotropine, e veniva prescritta la somministrazione di 
5.000-10.000 UI di hCG. Quest'ultima iniezione, veniva eseguita 35 ore prima 
del prelievo ovocitario. 
Il secondo protocollo prevedeva l'inizio della somministrazione di gonadotropine 
alle stesse dosi il primo o secondo giorno del ciclo. I controlli successivi erano 
eseguiti con le stesse modalità dell'altro protocollo. Dal 7° giorno del ciclo, o in 
presenza di un follicolo di 14 mm di diametro, veniva somministrata una fiala di 
antagonista del GnRH (0,25mg), fino al momento in cui si otteneva una buona 
crescita follicolare, in base ai criteri descritti. La somministrazione 
dell'antagonista veniva quindi sospesa, e veniva somministrata l 'hCG e 
programmato il recupero ovocitario, secondo le stesse modalità del primo 
protocollo. 
A partire dal g10rno del prelievo ovocitario, vemva somministrato del 
progesterone naturale per via intramuscolare alla dose di 50 mg/die. Dopo 12 
giorni dal trasferimento degli embrioni in utero, veniva eseguito un prelievo 
ematico per il dosaggio dell'hCG. Se il ciclo aveva successo, il progesterone 
veniva somministrato fino alla decima settimana di gestazione, altrimenti veniva 
sospeso. 
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PREPARAZIONE DEI TERRENI 
La preparazione dei terreni avviene nel modo più sterile possibile e quindi si 
lavora sempre sotto cappa. Tutti i terreni vengono preparati 24 ore pnma 
dell'utilizzo e mantenuti in incubatore a 3 7°C in atmosfera al 5% di C02 
1) IVF MEDIUM: 
Il terreno viene addizionato con HSA al 5%. 
Si aliquota il terreno in provette sterili piccole con il tappo a scatto, facendo 
attenzione a non lasciare più di lcm d'aria tra il terreno e il tappo; 
Si chiude bene il tappo, si depositano le provette nel portaprovette, ben coperte 
con alluminio per evitare una eccessiva esposizione alla luce si e mantengono in 
frigorifero; 
Al momento dell'uso si prepara una provetta per volta. 
Per ogni paziente si prepara una piastra multidish a 4 pozzetti con 0,5 ml di IVF 
per pozzetto ricoperti con 0,5 ml di olio. Una piastra multidish a 4 pozzetti con 
0,5 ml di Hyaluronidase diluita con IVF a una concentrazione di 40 UI nel 1 ° 
pozzetto e IVF negli altri 3, il tutto ricoperto da 0,5ml di olio. Una piastra petri 
grande e una piccola con gocce di IVF da 50 µl ricoperta con olio, una provetta 
con lml di IVF per trattare il seme. Per eventuali transfer si prepara una provetta 
con lml di IVF. 
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2) FLUSHING MEDIUM: 
Si prepara per ogni paziente una provetta con 9,5ml di medium a cm s1 
aggiungono 0,5 ml di HSA per il lavaggio degli ovociti recuperati al pick up e 2 
fiasche con 50ml ciascuno di medium per il lavaggio dei follicoli e dell'ago da 
pick up. 
3) OLIO 
Si prepara una fiasca di olio 48 ore pnma dell'utilizzo per la successiva 
preparazione di piastre e multidish .. 
4) SPERM PREP ARATION MEDIUM 
Per ogni paziente che si sottopone a biopsia testicolare si preparano delle provette 
con 0.5ml di SPM per il lavaggio di ogni prelievo testicolare e una provetta con 
circa 1 Oml di SPM per i successivi lavaggi degli spermatozoi eventualmente 
trovati al prelievo. 
Si preparano anche 5-6ml di terreno per il lavaggio degli spermatozoi scongelati, 
mentre per gli spermatozoi eiaculati si utilizzano 3 .5ml di medium per il 
trattamento 
5) SPERM FREEZING MEDIUM. 
Per ogni prelievo si preparano lml di terreno che viene posto nel termoblock a 
37°C 
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6) PIASTRE ICSI 
Per ogni paziente si preparano 1-2 piastre con una goccia di PVP da 5µ1 e 8 
gocce di terreno tamponato da 10µ1 , il tutto ricoperto da 6ml di olio. Si 
mantengono in incubatore fino al momento dell'uso. 
PREPARAZIONE DEL LIQUIDO SEMINALE PER LA FECONDAZIONE IN 
VITRO 
La preparazione del liquido seminale per le tecniche di fecondazione assistita 
(ART) deve essere eseguita utilizzando il materiale monouso con rispetto dei 
criteri di sterilità. 
Si utilizza solitamente la metodiche dello swim up. 
Materiali: 
Si utilizzano: pipette pasteur sterili, le pipette graduate e i tubi da centrifuga. Tale 
materiale dovrebbe essere preparato sotto la cappa poco prima di iniziare il 
lavoro. 
Terreni: 
SPM (contenente Hepes 25mM) arricchito di HSA 5% e glutamina 5% 
per i lavaggi e per la capacitazione del seme; 
IVF medium non tamponato arricchito di HSA 5% per la risospensione 
finale del seme. 
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Metodica: 
si centrifuga per 1 O minuti a 1200rpm il campione, si scarta il 
sovranatante e si risospende il pellet in 0.5ml di IVF, si stratificano sopra 
altri 0.5ml di IVF quindi si lascia incubare per circa 30 minuti in 
incubatore. 
si raccoglie il terreno stratificato in cui sono migrati gli spermatozoi 
mobili che sono a questo punto pronti per l'utilizzo. 
PRELIEVO TESTICOLARE DEGLI SPERMATOZOI 
Ogni campione di tessuto testicolare prelevato viene depositato in una provetta 
con circa 0.5ml di SPM. Si analizzano separatamente i campioni provenienti dal 
testicolo destro e sinistro. Sotto cappa, in una piastra · petri media sterile, si 
sminuzza il tessuto con dei vetrini sterili: prima i portaoggetti, poi i copri oggetto. 
Si fa un primo controllo al microscopio (dentro la petri sterile munita di 
coperchio) e si verifica la presenza di spermatozoi, se sono presenti spermatozoi 
già al primo prelievo non è necessario procedere con ulteriori prelievi, altrimenti 
si procede con ulteriori incisioni in zone differenti del testicolo. 
Si centrifuga per 1 O minuti a 1200rpm. Al termine si recupera il sovranatante (che 
dovrebbe contenere spermatozoi), lasciando nella provetta madre un pellet di 
circa 0,3mL (che dovrebbe contenere solo cellule rotonde ed epiteliali ma che 
comunque viene controllato al microscopio). 
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Si lava il sovranatante con SPM e si centrifuga nuovamente per altri 20 minuti a 
1700rpm (il volume delle provette non deve superare i 5mL). 
Si scarta il sovranatante e si lasciano circa 0,5mL di terreno sul pellet. Si agita e 
si procede al controllo con una goccia dentro una piastra petri sterile (da visionare 
con il coperchio sotto il microscopio). 
Se sono presenti spermatozoi si procede all'inseminazione mediante ICSI o al 
congelamento. 
N.B. Se il campione presenta detriti cellulari, si può procedere a una 
centrifugazione su gradiente. Si preparano due gradienti di Percoll al 40% e 80% 
con SPM, sul fondo di una provetta conica si depositano 0.5ml di percoll al 80%, 
sopra si stratificano 0.5ml di percoll al 40% e quindi sopra a tutto il campione. Si 
centrifuga a 1300rpm per 20 minuti. Si elimina il sovranatante, si lasciano circa 
0,3mL di terreno sul fondo e si procede a due lavaggi con SPM. Il pellet viene 
risospeso in lml di SPM quindi il campione è pronto per l'uso. 
CRIOCONSERVAZIONE E SCONGELAMENTO DEGLI SPERMATOZOI 
La crioconservazione degli spermatozoi recuperati viene effettuato secondo il 
protocollo di Mahadevan et al. (43). Lo sperm freeezing medium, contenente 
glicerolo come crioprotettivo, viene aggiunto lentamente (0.1 ml/min) al 
campione in egual volume (1: 1 ), mescolando continuamente. Il composto viene 
equilibrato per 5 minuti a 37°C quindi viene caricato in pajettes da 0.2ml, queste 
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vengono mantenute per l 5min nei vapori di azoto e quindi immerse e mantenute 
in azoto liquido. 
Al momento dell'uso 1-2 pajette (a seconda della qualità del campione) vengono 
estratte dall'azoto liquido e mantenute a temperatura ambiente per qualche 
minuto fino allo scongelamento del contenuto. Questo viene lavato per due volte 
con SPM per rimuovere il crioprotettore (tossico a temperatura ambiente) e il 
pellet finale viene risospeso con 0.2-0.5ml di NF ed esaminato al microscopio 
per valutare la presenza o meno di spermatozoi mobili. 
Al momento della ICSI vengono utilizzati 2-3µ1 di questa sospensione. 
PRELIEVO OVOCIT ARIO ECOGUIDATO PER VIA VAGINALE 
L'uso di sonde endoluminali di piccole dimensioni ha permesso molti vantaggi 
nel recupero ovocitario attraverso i fornici vaginali così come la possibilità di 
avere immagini più chiare con l'uso di trasduttori ad alta frequenza. In questo 
modo è possibile aspirare follicoli con diametro ridotto senza dover eseguire la 
replezione vescicale e permettendo all'operatore di individuare meglio e quindi 
evitare i vasi pelvici ( 44, 45). Gli aghi utilizzati hanno diametri che variano da 16 
a 18 Gauge ed hanno caratteristiche che consentono una buona visualizzazione 
sullo schermo ecografico. La lunghezza varia da 27 a 35 cm. 
La paziente viene preparata, i genitali esterni e la vagina vengono accuratamente 
detersi, con disinfettanti o soluzione fisiologica. Si utilizza una sedazione o 
un'anestesia locale. 
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Il trasduttore endovaginale viene ricoperto con cappuccio sterile di plastica o 
latex e ad esso viene-collegata la guida, l'ago viene inserito sulla guida e quindi si 
può procedere alla puntura dei follicoli. Prima di introdurre la sonda in vagina si 
pone qualche ml di mezzo di coltura nei fornici vaginali per ottenere il massimo 
contatto tra parete vaginale e trasduttore. Introdotta la sonda in vagina la si 
orienta verso l'ovaio e dopo aver inquadrato il follicolo sotto la traccia luminosa 
del monitor vi si inserisce l'ago attraverso la parete vaginale ed il tessuto ovarico, 
quindi si aspira. Si pungono poi i follicoli adiacenti senza far uscire l'ago. 
L'ago viene quindi appoggiato sul fornice vaginale che si desidera pungere ed 
esercitando alcune pressioni si nota la deformazione sullo schermo ecografico per 
individuare la pqsizione dell'ago e indirizzarlo al meglio al momento della 
penetrazione. L'ago viene quindi collegato al sistema di aspirazione che verrà 
attivato quando sullo schermo si osserverà la deformazione a livello del follicolo 
che si desidera pungere. Il fluido follicolare aspirato viene raccolto in una 
provetta sterile. 
Si versa il fluido follicolare in una piastra petri agitando con cautela, il tutto su un 
piano riscaldato a 3 7°C ; 
Si osserva il contenuto con lo stereomicroscopio e s1 identifica l'eventuale 
ovocita; 
Si prelevano gli ovociti presenti con la pipetta pasteur e li si depositano nella 
piastra con flushing. Si procede con le altre provette di fluido follicolare nel più 
breve tempo possibile; 
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Tutti gli ovociti recuperati vengono trasferiti nella piastra multidish con IVF 
medium, lavandoli nei 4 pozzetti. 
Dopo aver aspettato il tempo opportuno di maturazione s1 effettua la 
decoronizzazione degli ovociti per la icsi (almeno 2 ore). 
E' molto importante: 
1. fare attenzione agli sbalzi di temperatura; 
2. velocizzare al massimo tutti i passaggi; 
3. possibilmente lavorare con la sola luce proveniente dal microscopio; 
Classificazione degli ovociti 
Tutti gli ovociti recuperati e classificati devono essere incubati a 3 7°C e 5% di 
C02 per un periodo che va dalle 2 alle 20 ore prima di essere trattati. Questo 
periodo cosiddetto "maturativo" varia proprio a seconda della maturità 
dell'ovocita. 
La classificazione degli ovociti si basa sulla valutazione del cumulo ooforo, della 
corona radiata, del citoplasma e del globulo polare. 
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Cumulo Corona Citoplasma Globulo 
Ooforo radiata Polare 
Vescicola Compatto ristretta Omogeneo Assente 
germinale con vescicola 
immaturo Compatto ristretta Omogeneo Aassente 
maturo Lasso e Araggera Omogeneo Presente 
omogeneo ben delineata 
Post maturo Disperso con Irregolare e Irregolare con Presente 
cellule scure scura granulazioni talvolta in 
degenerazione 
Vescicola germinale stadio genetico profase 1: deve essere lasciato a "maturare" 
per almeno 12-18 ore finchè non estrude il primo globulo polare. 
Immaturo stadio genetico metafase 1 (privo di globulo polare): necessita in media 
di 6 ore per giungere alla metafase 2. 
Maturo stadio genetico metafase 2: può essere m seminato dopo 2-6 ore di 
incubazione. 
Post maturo stadio genetico metafase 2: deve essere in seminato entro le 2 ore dal 
recupero. 
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DECORONIZZAZIONE DEGLI OVOCITI 
Gli ovociti recuperati devono essere privati delle cellule del cumulo ooforo e 
della corona prima di essere sottoposti ad icsi, si procede a tale pulizia con 
l'utilizzo di mezzi meccanici e di sostanze chimiche, in particolar modo con 
l'enzima ialuronidasi (8oun. 
Si preleva dall'incubatore la piastra contenente gli ovociti e la si posiziona sotto 
il microscopio, quella contenente la Hyaluronidase e vi si trasferiscono gli 
ovociti. 
Si aspirano dolcemente gli ovociti con la pipetta pasteur per 4-5 volte per togliere 
i residui di cumulo per non più di 30 secondi, quindi si spostano gli ovociti in un 
pozzetto con IVF, si porta a termine la pulizia aspirando gli ovociti con la pipetta 
denuding da 140 mµ finché non appaiono del tutto decoronizzati, spostandoli 
negli altri pozzetti. Si lavano gli ovociti ripuliti dentro una o due gocce pulite 
della piastra di lavaggio e li si deposita in un'altra goccia. 
Si prosegue fino ad esaurimento e si incuba subito a 37°C e 5% C02. 
E' molto importante che gli ovociti siano esposti a basse concentrazioni di 
Hyaluronidase per tempi molto brevi, in quanto si è visto che lunghe esposizioni 
a elevate concentrazioni possono provocare attivazioni partenogenetiche 
dell'ovocita stesso. Molto importante è anche il diametro delle pipette pasteur 
usate per la decoronizzazione meccanica in quanto l'uso di pipette con diametri 
troppo piccoli possono provocare danni al citoscheletro dell'ovocita. 
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Gli ovociti così puliti vengono osservati all'invertoscopio per valutarne il grado 
di maturazione e incubati fino al momento dell'uso, questi sono considerati 
maturi dopo l'estrusione del primo globulo polare quindi in metafase II. 
Approssimativamente 85% degli ovociti decoronizzati sono in metafase II e 
quindi sono pronti per essere sottoposti alla ICSI, gli ovociti immaturi possono 
trovarsi allo stadio di metafase I o allo stadio di vescicola germinale. Questi 
ovociti possono maturare in vitro e arrivare allo stadio di metafase II prima di 
iniz~are la procedura della microiniezione. 
ICSI 
Metodica di microiniezione 
Si fissano le micropipette all'invertoscopio facendo attenzione a non formare 
bolle d'aria e si allineano le punte che devono essere parallele tra loro e con il 
piano. 
Gli spermatozoi recuperati vengono depositati (2-3 µl) nel PVP, soluzione 
colloidale che ne rallenta la motilità, mentre gli ovociti vengono depositati nelle 
gocce di flushing medium tamponato (uno per goccia). Il terreno tamponato 
riduce le alterazioni del pH mentre l'olio che ricopre la piastra previene 
l'evaporazione del medium, eventuali inquinamenti e mantiene una corretta 
osmolarità. 
Nel caso in cui gli spermatozoi recuperati siano in numero molto limitato (come 
spesso accade nelle biopsie testicolari) il campione verrà depositato direttamente 
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m 1-2 gocce di flushing e da qui una volta identificati all'invertoscopio gli 
spermatozoi vengono recuperati e trasferiti nella goccia di PVP mediante una 
micropipetta per estrazione di spermatozoi testicolari. 
Con la pipetta da iniezione si scende nella goccia di PVP, si equilibra la 
micropipetta aspirando un po' di PVP, quindi si va alla ricerca dello 
spermatozoo. La scelta ricade sullo spermatozoo con una migliore motilità e 
morfologia, se non dovessero essere presenti spermatozoi mobili si cercherà di 
usare quelli apparentemente normali morfologicamente. Quindi si scende con il 
microago e si immobilizza lo spermatozoo prima di procedere all'iniezione. Ci si 
posiziona con l'ago trasversalmente sulla coda, si scende comprimendo la coda 
tra ago e fondo della piastra, quindi ci si muove sopra la coda fino 
all'immobilizzazione. Questo passaggio è una parte importante della procedura 
della ICSI in quanto induce la permeabilizzazione della membrana dello 
spermatozoo e la successiva decondensazione nucleare. Lo spermatozoo 
immobilizzato viene aspirato all'interno del microago a partire dalla coda quindi 
ci si trasferisce in una goccia contenente un ovocita. 
A questo punto con la pipetta Holding si scende nella goccia dell'ovocita e lo si 
immobilizza appoggiando la Holding sulla zona pellucida e aspirando 
dolcemente. L'ovocita va posizionato con il globulo polare a ore 6 in quanto si è 
visto che in questo modo il fuso mitotico viene a trovarsi a livello del globulo 
polare o sul lato opposto rispetto a quello di ingresso della pipetta, quindi non si 
rischia di danneggiare il citoscheletro( 46). 
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Dopo aver fissato l'ovocita si penetra all'interno con il microago, si aspira un po' 
di citoplasma per rompere la membrana plasmatica e si rilascia lentamente lo 
spermatozoo cercando di espellere meno PVP possibile. La rottura della 
membrana e la aspirazione del citoplasma all'interno del microago è necessaria 
per l'attivazione dell'ovocita stesso. 
Dopo aver rilasciato lo spermatozoo si esce in modo molto delicato. 
Si allenta la presa della pipetta holding e si rilascia l'ovocita, si allontanano le 
micropipette e si ricomincia con il secondo ovocita 
Quindi si lavano gli ovociti inseminati in terreno di coltura fresco e si incubano a 
37°C al 5% di C02. 
CONTROLLO DELLA FERTILIZZAZIONE 
La fertilizzazione deve essere controllata dopo 16-20 ore dall'inseminazione; 
oltre tale periodo è possibile non riuscire ad identificarla. 
Devono essere presenti i 2 pronuclei, uno derivante dall'ovocita e uno dallo 
spermatozoo e due globuli polari, il secondo globulo polare viene estruso dopo 
l'attivazione dell'ovocita che completa la sua maturazione meiotica, da parte 
dello spermatozoo. Gli zigoti che presentavano 1 o 3 pronuclei non sono stati 
utilizzati in quanto presentavano un alterato corredo cromosomico. Nel caso in 
cui nessun ovocita mostrasse segni di fecondazione sarà in ogni caso opportuno 
tenere gli ovociti in osservazione per 24 ore prima di dare un giudizio definitivo. 
Gli ovociti che presentano pronuclei di misura diversa (uno grande e uno 
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piccolo), o staccati tra loro, o con una irregolare distribuzione dei nucleoli al loro 
interno è stato visto che potrebbero dare origine a embrioni con anomalie 
cromosomiche (47, 48). 
Si osservano gli ovociti all'invertoscopio e li si classifica in base al numero e alla 
morfologia dei pronuclei quindi li si deposita nelle piastre con terreno nuovo. 
" 
Zigote 
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COLTURA DEGLI EMBRIONI 
In vitro gli embrioni devono essere gestiti per 24-48 ore pnma del loro 
trasferimento. In questo periodo necessitano delle seguenti attem;ioni e 
procedure: 
Si esegue un'accurata osservazione e classificazione a 24 ore dalla fertilizzazione 
(2° giorno dal pick up). Si osservano bene gli embrioni e li si classifica: allo 
stadio di 2-4 cellule si deve osservare la presenza dei nuclei. Gli embrioni 
polinucleati dovrebbero essere eliminati; 
Si ripete l'osservazione a 48 ore di coltura (3 ° giorno dal pick up) e si procede 
con il trasferimento. Il trasferimento degli embrioni può avvenire al secondo o al 
terzo giorno di sviluppo in quanto si è visto che non ci sono differenze per quanto 
riguarda il grado di impianto e di gravidanza. 
E' bene tenere sempre presente che la luce intensa, minimi sbalzi di temperatura e 
piccole variazioni di pH possono bloccare la segmentazione dell'embrione e 
compromettere tutto il lavoro. 
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CLASSIFICAZIONE DEGLI EMBRIONI 
La valutazione morfologica dell'embrione si basa su: 
• regolarità dei blastomeri; 
• presenza di frammenti; 
• tempi di sviluppo. 
Classificazione dei blastomeri dell'embrione 
GRADO A Blastomeri regolari di uguali dimensioni, citoplasma omogeneo 
Frammenti cellulari ~10% 
GRADO B Blastomeri regolari e di uguali dimensioni, citoplasma 
omogeneo 
Frammenti cellulari >10% <30% del volume dell'embrione 
GRADO C Blastomeri diseguali, citoplasma con piccole porz1om 
eterogenee 
Frammenti cellulari > 30% <50% del volume dell'embrione 
GRADO D Blastomeri diseguali, citoplasma con granulazioni 
Frammenti cellulari >50% del volume dell'embrione 
GRADO E Blastomeri disuguali, multinucleati, citoplasma con granulazioni 
Frammentazioni >50% del volume dell'embrione 
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CLASSIFICAZIONE EMBRIONALE 
40/44 h (2° giorno) 66/70 b (3° giorno) 
@@i@@~ 
A/B A B D B/C A 
Grado di framm. % BL multinud 
;:;_10 >10<30 >30<50 >50 
@@)~ ® 
<25% >25% 
A B e D 
@)~ 
D E 
Vari gradi di deg. 
@Le~. Gran, ~ Mol~o gran, scun scun e/o vac e/o vac 
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Tempi di clivaggio dell'embrione 
Grado A 
16-20hrs Presenza dei 2 pronuclei più o meno sovrapposti 
24-36hrs Embrione con 2 blastomeri uninucleati 
40-48hrs Embrione con almeno 4 blastomeri 
64-72hrs Embrione con almeno 8 blastomeri 
Grado B 
16-20hrs Presenza di 2 pronuclei più o meno sovrapposti 
24-36hrs Embrione con 2 blastomeri uninucleati 
48-60hrs Embrione con almeno 4 blastomeri 
72hrs Embrione con almeno 6 blastomeri 
La classificazione sopra riportata si riferisce solo ad embrioni con meno di 1 O 
blastomeri. Quando l'embrione raggiunge lo stadio di 12 cellule si definisce pre-
morula e quando raggiunge le 16 cellule si definisce morula. 
A questo punto diventa complicato fare un'accurata analisi morfologica e talvolta 
l'embrione può essere scambiato per un embrione molto frammentato e in 
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degenerazione. La zona pellucida si fa molto sottile, il citoplasma delle cellule 
appare disomogeneo e scuro e i blastomeri sono molto compatti. 
Successivamente iniziano a formarsi dei piccoli spazi intercellulari e l'accrescersi 
di tali spazi portano allo stadio di BLASTOCISTI CA VITATA. 
Quando gli spazi si uniscono si parla di BLASTOCISTI ESPANSA e da lì a poco 
avverrà la rottura della zona pellucida con fuoriuscita della blastocisti stessa. 
Embrione 
a 2 cellule 
Embrione 
a 8 cellule 
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Embrione 
a 4 cellule 
Blastocisti 4 
IL TRASFERIMENTO DEGLI EMBRIONI IN UTERO 
Gli embrioni vengono trasferiti in utero in seconda o terza giornata dal prelievo 
ovocitario. 
Stadio di sviluppo degli embrioni 
• giorno O: pick up 
• giorno 1: 2 pronuclei 
• giorno 2: embrione a 2-4 cellule 
• giorno 3: embrione a 6-8 cellule 
• giorno 4: embrione morula 
• giorno 5: blastocisti 
Dopo aver valutato la morfologia degli embrioni e deciso il trasferimento si 
procede al caricamento, si raccorda il catetere da transfer prescelto alla siringa si 
porta sotto il microscopio la piastra con le microgocce e gli embrioni, si 
trasferiscono gli embrioni prescelti per il trasferimento in un'unica goccia di 
terreno fresco in una piastra nuova e si carica il catetere aspirando la minor 
quantità possibile di terreno. Si passa il catetere al ginecologo e si procede al 
trasferimento. 
Dopo aver effettuato il trasferimento si appoggia il catetere sulla piastra sotto il 
microscopio, si lava bene e si controlla che gli embrioni non siano rimasti dentro. 
Per il trasferimento degli embrioni è stato usato il set TDT, costituito da una 
guida mandrinata e da un catetere morbido. 
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RISULTATI 
Nel periodo considerato sono stati effettuati 239 cicli ICSI con spermatozoi 
eiaculati, 5 cicli ICSI con spermatozoi eiaculati e crioconservati e 12 cicli ICSI 
con spermatozoi recuperati da biopsia testicolare in pazienti azoospermici, di cui 
1 O con spermatozoi crioconservati dopo il prelievo. 
Nei 239 cicli di ICSI sono stati recuperati 1744 ovociti e di questi 1423 sono stati 
iniettati. Sono stati ottenuti 603 embrioni di buona qualità e di questi 508 sono 
stati trasferiti ottenendo 4 7 gravidanze. 
L'età media delle pazienti era di 36 (±4.5) anni. 
In tabella 1 sono riportati i risultati dei 239 cicli di ICSI, mentre in tabella 2 è 
riportata la distribuzione dei risultati per classi d'età. 
Tabella 1. Risultati del trattamento ICSI 
No O/o 
cicli effettuati 239 
ovociti recuperati 1708 
ovociti maturi iniettati 1392 81 
ovociti fertilizzati 980 70 
embrioni ottenuti 596 61 
embryo transfer effettuati 217 93 
embrioni trasferiti 496 83 
gravidanze ottenute 45 21 
so 
Tabella 2. Distribuzione risultati ICSI per classi d'età 
<30 30-35 36-40 41-42 
cicli effettuati 25 92 80 19 
ovociti maturi iniettati 189 550 492 79 
ovociti fertilizzati 141 387 338 59 
embrioni ottenuti 81 252 196 38 
embryo transfer effettuati 25 83 75 16 
embrioni trasferiti 56 192 175 42 
gravidanze ottenute 7 22 9 5 
Fig. 1. Percentuale di gravidanza nelle varie fasce d'età 
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Nei 5 cicli effettuati con gli spermatozoi eiaculati precedentemente crioconservati 
sono stati prelevati 36 ovociti totali dei quali 31 sono stati inseminati. Sono stati 
ottenuti 15 embrioni dei quali 12 sono stati trasferiti ottenendo 2 gravidanze. 
L'età media delle pazienti era di 33 (±5) anni. 
Tabella 3. Risultati delle ICSI effettuate con spermatozoi eiaculati 
crioconservati. 
No Ofo 
cicli effettuati 5 
ovociti recuperati 36 
ovociti maturi iniettati 31 86 
ovociti fertilizzati 17 55 
embrioni ottenuti 15 88 
embryo transfer effettuati 5 100 
embrioni trasferiti 12 80 
gravidanze ottenute 2 40 
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Per quanto riguarda le TESE sono state effettuate 1 O biopsie testicolari, ma solo 
in 7 pazienti sono stati recuperati spermatozoi e si è potuto quindi procedere con 
l'inseminazione. 
Sono stati effettuati 12 cicli totali, 2 con spermatozoi freschi, appena prelevati 
dalla biopsia e 1 O con spermatozoi crioconservati dopo prelievo testicolare. 
In totale sono stati recuperati e iniettati 67 ovociti maturi, sono stati ottenuti 26 
embrioni di buona qualità dei quali 18 sono stati trasferiti. 
L'età media delle pazienti era di 37 (± 2.3) anni, mentre quella dei partner 
maschili era di 43.8 (±_9.4) anni. 
La tabella 3 mostra i risultati comparativi delle ICSI effettuate con spermatozoi 
prelevati da biopsia testicolare e utilizzati frechi e delle ICSI effettuate con 
spermatozoi prelevati e crioconservati. 
Nonostante i numeri non molto elevati, la percentuale di pazienti azoospermici è 
circa il 2% delle coppie infertili, si può vedere che la capacità fecondante degli 
spermatozoi dopo crioconservazione non diminuisce, si ottiene un buon numero 
di embrioni di buona qualità e si ha un buon tasso di gravidanza. 
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Tabella 4. Risultati della ICSI da TESE in pazienti azoospermici 
Totali Freschi Crioconservati 
(%) (%) (%) 
N° biopsie testicolari effettuate 7 2 5 
Numero cicli effettuati 12 2 10 
Ovociti recuperati 81 18 62 
Ovociti maturi iniettati 67 (83) 15 (83) 52 (84) 
ovociti fertilizzati 34 (51) 4 (26) 30 (57) 
embrioni ottenuti 26 (76) 4 (100) 22 (73) 
embryo transfer effettuati 8 (66) 1 (50) 7 (70) 
embrioni trasferiti 18 (69) 3 (75) 15 (68) 
gravidanze ottenute 2 (25) o 2 (28) 
camere gestazionali 2 o 2 
Fig. 2. Percentuale di ovociti fertilizzati utilizzando 
spermatozoi testicolari freschi o crioconservati 
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Fig. 3. Percentuale di embrioni ottenuti utilizzando 
spermatozoi testicolari freschi o crioconservati 
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Fig. 4. Percentuale di embrioni trasferiti utilizzando 
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La tabella 5 mostra i risultati comparativi tra le ICSI effettuate con spermatozoi 
ottenuti da liquido seminale, le ICSI effettuate con spermatozoi eiaculati e 
crioconservati e le ICSI effettuate con spermatozoi ottenuti da biopsia testicolare. 
Tabella 5. Comparazione tra i risultati della ICSI con spermatozoi 
eiaculati, spermatozoi eiaculati e crioconservati e TESE 
Spermatozoi 
Spermatozo eiaculati Tese 
i eiaculati crioconservati (o/o) 
(%) (%) 
cicli effettuati 234 5 12 
ovociti maturi iniettati 1392 31 67 
ovociti fertilizzati 980 (70) 17 (55) 34 (51) 
embrioni ottenuti 596 (61) 15 (88) 26 (76) 
embryo transfer 
effettuati 217 (93) 5 (100) 8 (66) 
embrioni trasferiti 496 (83) 12 (80) 18 (69) 
gravidanze ottenute 45 (21) 2 (40) 2 (25) 
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Fig. 5. Percentuale di ovociti fertilizzati 
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Fig 7. Percentuale di gravidanze 
100 
90 
80 
70 
60 
% 50 
40 
30 
20 
10 
0_1__~==:::::!!2.i..:~~~~~~~ 
spermatozoi 
eiaculati 
spermatozoi 
eiaculati 
crioconservati 
58 
tese 
DISCUSSIONE 
Lo sviluppo delle tecniche di riproduzione assistita ha rivoluzionato in pochi anni 
il trattamento della sterilità di coppia. 
All'inizio degli anni '90, l'introduzione della iniezione intracitoplasmatica dello 
spermatozoo (ICSI) ha segnato un progresso storico rendendo possibile la 
gravidanza a coppie con partner maschile con grave oligospermia, che fino ad 
allora potevano soltanto ricorrere all'adozione o alla fecondazione con seme di 
donatore. Nel giro di brevissimo tempo, l'impiego di tecniche di prelievo di 
spermatozoi direttamente dall'apparato genitale maschile, associate alla ICSI, ha 
permesso il trattamento anche di coppie con partner maschile privo di 
spermatozoi nell'eiaculato. Ciò che impressiona, non è tanto il progredire di tali 
tecniche, quanto il fatto che tali progressi siano stati ottenuti in un brevissimo 
arco di tempo e soprattutto come tali tecniche si siano diffuse largamente in tutto 
il mondo. Come ogni progresso della scienza, accanto agli aspetti più esaltanti, vi 
sono aspetti meno positivi. Il tumultuoso sviluppo della fecondazione assistita e i 
successi rapidamente ottenuti, hanno fatto passare in second'ordine, gli aspetti 
relativi alla sicurezza dei trattamenti. Se l'efficacia dei trattamenti è stata 
ampiamente indagata e dimostrata, poco è stato fatto in relazione alle possibili 
conseguenze negative. In particolare, attualmente, vi è un grosso diba~tito 
sull'aumento delle gravidanze gemellari e plurigemellari che l'adozione di tali 
tecniche ha comportato, così come si discute molto sulle possibili conseguenze 
genetiche. In realtà, se l'aumento del numero di gravidanze a rischio per 
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gemellarità e il conseguente aumento dei parti pretermine e dei nati di basso peso, 
è un dato incontrovertibile, ma nello stesso tempo può essere controllato 
limitando a uno o a due il numero di embrioni trasferiti, finora non è mai stata 
dimostrato in maniera inequivocabile un aumento significativo delle anomalie 
cromosomiche e delle malformazioni nei nati da fecondazione assistita, 
riconducibile alle tecniche in sé. È pur vero che, soprattutto, nella popolazione di 
maschi infertili vi è una maggiore prevalenza di anomalie genetiche, che possono 
essere trasmesse. Tuttavia, i dati dei registri delle fecondazioni assistite non 
inducono a conclusioni allarmistiche. 
Molti pazienti azoospermici possono essere sottoposti con successo a prelievo 
testicolare di spermatozoi e successiva ICSI. Recentemente c'è stato 
un'incremento dell'interesse per la crioconservazione degli spermatozoi 
recuperati da tese in quanto questo permette di avere la conferma della presenza 
degli spermatozoi, in numero sufficiente prima di partire con il ciclo ICSI, inoltre 
è possibile eseguire più cicli di ICSI con il materiale recuperato e crioconservato 
da un prelievo evitando di sottoporre il paziente a ripetute biopsie testicolari. 
Come prerequisito all'utilizzo di spermatozoi testicolari crioconservati è la 
dimostrazione della comparazione dei risultati con quelli ottenuti utilizzando 
spermatozoi testicolari freschi. 
Sono stati pubblicati molti lavori sulla fertilizzazione e successive gravidanze 
ottenute iniettando spermatozoi testicolari crioconservati. Gianaroli et al. (27) 
riporta i dati riguardanti la fertilizzazione, lo sviluppo embrionale e il grado di 
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gravidanza ottenuti utilizzando spermatozoi testicolari crioconservati, 
rispettivamente 64%, 84% e 33%. 
I risultati del nostro studio riflettono questa stessa abilità nella fertilizzazione 
(57%), nello sviluppo embrionale (73%) e nelle gravidanze (28%) degli 
spermatozoi crioconservati dopo tese e si può inoltre notare come non ci siano 
differenze significative rispetto agli spermatozoi testicolari freschi 
(fertilizzazione 26%,sviluppo embrionale 100% ). 
Quindi abbiamo visto che il grado di fertilizzazione che si ottiene dalla ICSI 
effettuata con spermatozoi testicolari crioconservati o freschi è inaspettatamente 
buono, rispettivamente 57% e 26% ma rimane sempre significativamente più 
basso rispetto a quello che si ottiene utilizzando spermatozoi eiaculati (70% ). 
Questa differenza potrebbe essere dovuta a una incompleto processo di 
maturazione degli spermatozoi testicolari anche se però non ci sono differenze 
significative per quanto riguarda lo sviluppo embrionale e il tasso di gravidanze, 
rispettivamente 76% e 25% con gli spermatozoi testicolari e 61 % e 21 % con gli 
spermatozoi eiaculati. 
La procedura di iniezione richiede normalmente molto più tempo per ogni 
ovocita quando si usano spermatozoi testicolari, freschi o crioconservati, rispetto 
all'iniezione con spermatozoi eiaculati. Questo avviene perché normalmente il 
numero di spermatozoi ottenuti da tese è scarso e solitamente il campione 
contiene numerosi detriti cellulari. Questo fa si che sia necessario preparare sulla 
piastra da iniezione delle gocce di terreno in cui è stato risospeso il campione. Da 
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qui i singoli spermatozoi, possibilmente mobili, vengono recuperati uno a uno e 
trasferiti in una goccia di PVP al 10% dove verranno lavati ripetutamente per 
liberarli dalle cellule e dai detriti residui. A questo punto ogni spermatozoo viene 
iniettato in un ovocita. 
I dati che abbiamo ottenuto ci suggeriscono che gli spermatozoi recuperati da 
biopsia testicolare e poi utilizzati per inseminare gli ovociti mediante la ICSI 
sono spermatozoi che hanno le stesse caratteristiche, genetiche e morfologiche, 
degli spermatozoi ottenuti da liquido seminale, anche dopo crioconservazione. In 
effetti nel caso delle azoospermie ostruttive la spermatogenesi a livello testicolare 
è normale e gli spermatozoi ottenuti sono normali, nelle azoospermie non 
ostruttive si ha invece un grave difetto della spermatogenesi ma ci possono essere 
delle zone in cui questa è normale, in questi casi gli spermatozoi trovati in queste 
zone sono normali. L'eventuale presenza di un danno genetico solitamente 
influisce sulla capacità di impianto dell'embrione in quanto le prime divisioni 
embrionali, fino allo stadio di 8 cellule, sono regolate dalla componente genetica 
materna ( 49). 
Abbiamo poi avuto dei casi di pazienti oligo-asteno-teratospermici in cui il 
numero di spermatozoi eiaculati era veramente scarso, inoltre c'era il rischio di 
un peggioramento della situazione con la conseguente assenza di spermatozoi nel 
liquido seminale al momento del ciclo ICSI. 
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Per questi pazienti si è proceduto alla crioconservazione del liquido seminale 
prodotto, dopo accertamento della presenza di spermatozoi e successivamente si è 
proceduti alla ICSI. 
I casi trattati in questo modo sono stati pochi ma confrontando i risultati con 
quelli ottenuti iniettando spermatozoi eiaculati o spermatozoi testicolari abbiamo 
notato che non ci sono differenze significative. Il grado di fertilizzazione è buono 
sia utilizzando spermatozoi eiaculati e crioconservati che spermatozoi testicolari 
ma comunque è sempre più basso rispetto a quello che si ottiene con gli 
spermatozoi eiaculati. Per quanto riguarda invece lo sviluppo embrionale e il 
tasso di gravidanza i risultati sono buoni in tutti i casi. 
CONCLUSIONI 
Abbiamo visto quindi che è possibile ottenere un normale grado di 
fertilizzazione, di sviluppo embrionale e tasso di gravidanza utilizzando anche 
spermatozoi testicolari trattati in modo appropriato, siano essi freschi o 
crioconservati, in associazione con la ICSI. Il fatto che il grado di fertilizzazione 
è comunque più basso rispetto a quello che si ottiene utilizzando spermatozoi 
eiaculati potrebbe essere una conseguenza degli spermatozoi utilizzati. 
Inoltre abbiamo dimostrato l'efficacia della crioconservazione degli spermatozoi 
testicolari al momento della prima biopsia diagnostica, procedura utilissima al 
fine di evitare biopsie ripetute al paziente e stimolazioni inutili alla paziente. 
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Per molte coppie avere dei figli propn è estremamente importante e 
l'introduzione di queste nuove tecniche ha dato questa possibilità anche a 
pazienti azoospermici. 
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